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Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui kualitas ekstrak mahkota bunga 
pukul empat sebagai alternatif pewarna alami preparat section jaringan batang tanaman 
beluntas sehingga dapat digunakan sebagai alternatif pewarna preparat menggantikan 
safranin yang harganya cukup mahal. Penelitian dilakukan menggunakan metode 
eksperimen dengan rancangan acak lengkap (RAL) dengan 2 faktor yaitu lama 
perendaman dengan masing –masing waktu 24, 48, 72 jam dan jenis pelarut yaitu 
etanol 96% dan asam sitrat 14%. Hasil penelitian dianalisis dengan menggunakan 
metode deskriptif kualitatif non statistik yang meliputi kekontrasan warna dan 
kejelasan preparat. Berdasarkan hasil analisis penelitian, ekstrak bunga pukul empat 
dengan pelarut etanol 96% dan asam sitrat 14% menghasilkan warna preparat yang 
kurang kontras dan jelas pada lama perendaman 24 dan 48 jam. Pada lama perendaman 
72 jam preparat dengan pelarut etanol 96% memiliki warna hijau yang kontras dan 
preparat yang jelas. sedangkan pada pelarut asam sitrat 14% memiliki warna merah 
yang kontras dan jelas mendekati kualitas pewarna safranin. Berdasar hasil penelitian, 
ekstrak mahkota bunga pukul empat efektif untuk pewarnaan mikroskopis jaringan 
batang tanaman beluntas. Hasil terbaik pada perlakuan pelarut asam sitrat 14% dengan 
lama perendaman 72 jam. 
Kata kunci : preparat, pewarna alami, bunga pukul empat, antosianin 
 
Abstract 
The aim of this study was to find out the quality of four o’clock flower petals extract 
as alternative stain to dye marsh fleabane stem section samples, this it can be 
substituted for costly safranin. The study was conducted using experimental method 
with Completely Randomized Design (CRD) with two factors, namely the duration of 
soakings were each 24, 48,and 72 hours and the solvents used were ethanol  96% and 
citric acid 14%. The findings of the study were analyzed using non-statistical 
descriptive qualitative method by observing the contrast and clarity. Based on the 
findings of the study, the four o’clock flower extract with solvent of ethanol 96% and 
citric acid 14% generated less contract and less clear samples for 24 and 48 hours 
soakings. The 72 hours soaking resulted in contrast and clear green color in the sample 
with solvent of ethanol 96%. While the 72 hours soaking in solvent of citric acid 14% 
resulted in contrast and clear red color, which was almost similar with the quality of 
safranin stain. It can be drawn from the study that the four o’clock flower extract is 
effective for microscopic staining of marsh fleabane stem section samples. The best 
result was obtained in 72 hours soaking using citric acid solution 14%. 





Pembelajaran biologi di SMA bertujuan untuk meningkatkan pengetahuan 
kognitif dan keterampilan sains dari siswa. Keterampilan sains dapat diterapkan 
melalui kegiatan praktikum. Salah satu kegiatan praktikum yaitu pengamatan 
preparat section organ tumbuhan. Kegiatan tersebut bertujuan untuk mengamati 
struktur jaringan dan sel-sel tumbuhan dalam bentuk irisan penampang melintang 
ataupun membujur. Cara mempermudah pengamatan organ tumbuhan sebagai 
preparat section memerlukan penambahan pewarna sehingga dapat memperjelas 
dan mempertajam gambaran jaringan objek pengamatan di bawah mikroskop. 
Bahan pewarna dalam kegiatan praktikum dan pengamatan jaringan di 
tingkat SMA umumnya menggunakan safranin. Penggunaan bahan pewarna 
tersebut relatif sedikit dan akan rusak dalam penyimpanan yang lama. Padahal, 
harga safranin di pasaran cukup mahal yaitu mencapai Rp.1.990.000,-/kemasan 
(25 gram). Selain itu, penggunaan bahan safranin dalam proses pewarnaan 
preparat tidak mudah dan penyerapannya lambat (Hamid dan Dasep, 2005). 
Dibutuhkan pewarna alternatif yang mudah didapat, mudah digunakan serta harga 
relatif terjangkau berupa pewarna alami dari tanaman. 
Tanaman yang dapat dimanfaatkan sebagai bahan pewarna alami 
mengandung pigmen antosianin, merupakan pigmen yang larut dalam air 
menghasilkan warna dari merah sampai biru. Pigmen tersebut dapat diperoleh dari 
proses ekstraksi bagian – bagian tanaman seperti buah, biji, daun, kulit kayu, atau 
mahkota bunga. Penelitian Apriani (2016) menggunakan pewarna alternatif dari 
angkak beras dan teh untuk mewarnai jaringan batang calincing dan rumput teki. 
Intensitas penyerapan zat warna angkak beras merah dan teh lebih tinggi pada 
jaringan sklerenkim dibandingkan dengan jaringan yang lainnya. Kualitas 
pewarna alami ekstrak bunga rosella tidak berbeda jauh dengan hasil pewarnaan 
sintetis safranin pada preparat section tanaman cabe merah besar (Capsicum 
annuum L.)(Bisri, 2014). 
Tanaman yang berpotensi digunakan sebagai bahan pewarna alami 
pengganti safranin salah satunya adalah bunga pukul empat. Kandungan 
antosianin bunga pukul empat terdapat pada bagian mahkota bunganya. 
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Berdasarkan penelitian Sangadji (2017), bahwa bunga pukul empat mempunyai 
kadar antosianin sebesar 3,91 dengan rerata kadar antosianin 0,977%. 
Penghitungan berdasarkan analisis antosianin dengan spektrofotometer dan 
berpotensi dapat digunakan sebagai pewarna alami. 
Kualitas warna preparat dipengaruhi oleh lama perendaman. Berdasarkan 
prapenelitian yang telah dilakukan oleh peneliti proses perendaman ekstrak bunga 
pukul empat selama 24 jam, 25 jam, 26 jam berpengaruh terhadap kualitas warna 
preparat. Selain itu jenis pelarut juga menjadi faktor pengaruh kualitas warna 
preparat. Berdasarkan penelitian Dewi (2017), menggunakan pelarut etanol 96% 
untuk melarutkan filtrat daun jati muda sebagai bahan pewarna alami preparat 
organ tanaman srikaya. Anisa (2017), menggunakan pelarut akuades dan asam 
sitrat 14% untuk melarutkan ekstrak kulit ubi jalar ungu sebagai bahan pewarna 
preparat mitosis Allium cepa. 
Tanaman yang dijadikan preparat section berasal dari organ akar, batang, 
dan daun. Salah satu tanaman yang dapat dijadikan preparat section yaitu tanaman 
beluntas. Tanaman tersebut merupakan tumbuhan semak yang bercabang banyak 
dan berbulu lembut. Memiliki daun berbentuk bulat telur sungsang, ujung bundar 
melancip, tepi daun bergerigi, tangkai daun pendek dan batang yang lunak 
sehingga mempermudah untuk proses pembuatan preparat section (Hermanses, 
2017). 
Berdasarkan uraian diatas perlu dilakukan penelitian untuk menemukan 
pewarna preparat alami yang kemampuannya hampir sama dengan pewarna 
sintesis. Diharapkan, ekstrak mahkota bunga pukul empat dapat menjadi alternatif 
pewarna preparat menggantikan pewarna sintesis. 
2. METODE 
Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Pendidikan Biologi Universitas 
Muhammadiyah Surakarta pada bulan Februari sampai Juni 2018. Penelitian ini 
merupakan penelitian eksperimen dengan menggunakan Rancangan Acak 
Lengkap (RAL) dengan 2 faktor yaitu lama perendaman yang meliputi waktu 
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perendaman 24, 48, 72 jam dan jenis pelarut yang terdiri dari asam sitrat 14% dan 
etanol 96%. 
 
3. HASIL DAN PEMBAHASAN 
3.1 Hasil Penelitian 




P1L1  : Pelarut etanol 96%, lama perendaman 24 jam 
P1L2  : Pelarut etanol 96%, lama perendaman 48 jam 
P1L3  : Pelarut etanol 96%, lama perendaman 72 jam 
P2L1  : Pelarut asam sitrat 14%, lama perendaman 24 jam 
P2L2  : Pelarut asam sitrat 14%, lama perendaman 48 jam 
P2L3  : pelarut asam sitrat 14%, lama perendaman 72 jam 
 
Berdasarkan tabel 1 variasi pelarut dan lama perendaman menunjukkan hasil yang 
berbeda. Perlakuan dengan pelarut etanol 96% pada lama perendaman 24 jam 
menunjukkan gambar yang kurang kontras dan warna preparat yang dihasilkan 
jelas, lama perendaman 48 jam menunjukkan warna yang kontras dan jelas, pada 
perlakuan 72 jam, gambar terlihat sangat kontras dan sangat jelas. Perlakuan 
dengan asam sitrat pada lama perendaman 24 jam menunjukkan gambar kontras 
dan jelas, lama perendaman 48 jam menunjukkan gambar yang sangat kontras 
namun gambar tidak jelas, dan lama pewarnaan 72 jam menunjukkan gambar yang 





Kekontrasan warna Kejelasan warna 
1. P1L1 Tidak kontras Tidak jelas 
2. P1L2 Tidak kontras Tidak jelas 
3. P1L3 Kontras Jelas 
4. P2L1 Tidak kontras Tidak jelas 
5. P2L2 Kontras Tidak jelas 
6. P2L3 Kontras Jelas  
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Tabel 2 Hasil Penyerapan Warna pada Jaringan Tumbuhan Batang Tanaman 








√ √ √ √ √ √ 
Epidermis √ √ √ √ √ √ 
Korteks √ √ √ √ √ √ 
Kambium - √ √ - - √ 
Xylem √ √ √ √ √ √ 
Floem √ √ √ √ √ √ 
Empulur √ √ √ √ √ √ 
Keterangan  
√ : Jelas 
-   : Tidak jelas  
Tanaman beluntas tergolong dalam tanaman dikotil yang mempunyai susunan 
jaringan dari yang terluar sampai terdalam yaitu bulu halus(derivat epidermis), 
epidermis, korteks,  floem, kambium, xylem dan empulur. Dalam pengamatan 
mikroskop pada perlakuan pelarut etanol 96% dan asam sitrat 14% hasil terbaik 
pada lama perendaman 72 jam yang menunjukkan bagian jaringan dengan jelas 
dan kontras sehingga dapat dibedakan tiap bagiannya. Pada pengamatan preparat 
section pelarut etanol 96% dengan lama perendaman 24 jam bagian yang tidak 
terlihat adalah kambium. Hal tersebut sama dengan perlakuan pada pelarut asam 
sitrat 14% dengan lama perendaman 24 dan 48 jam. 
3.2 Pembahasan  
Berdasarkan hasil penelitian yang dilakukan, diperoleh data bahwa pewarnaan 
mikroskopis jaringan batang tanaman beluntas dengan menggunakan pewarna 
safranin sebagai kontrol menghasilkan warna preparat yang kontras sehingga 
bagian –bagian jaringan terlihat jelas (Gambar 1). Pewarnaan preparat section 
batang tanaman beluntas menggunakan pewarna dari ekstrak mahkota bunga 
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pukul empat mendapatkan hasil yang baik. Hasil pengamatan menunjukkan 
kekontrasan dan kejelasan warna yang berbeda –beda sesuai dengan perlakuan 





Gambar 1 hasil pengamatan mikroskopis preparat section batang 
tanaman beluntas: (a) safranin, (b) asam sitrat 14% 
 
Hasil yang diperoleh dari pengamatan pewarna preparat alami ekstrak 
mahkota bunga pukul empat dengan jenis pelarut etanol 96% menunjukkan warna 
yang kontras dan bagian –bagian jaringan penyusun batang dapat dibedakan pada 
perlakuan lama perendaman 72 jam. Berbeda dengan perlakuan lama perendaman 
24 dan 48 jam yang menghasilkan warna kurang kontras dan kualitas preparat 
kurang jelas dikarenakan perlakuan pada masing – masing preparat yang berbeda 
dan lama penyerapan larutan ke dalam preparat section jaringan tumbuhan. Faktor 
tersebut juga mempengaruhi hasil preparat section jaringan batang tanaman 
beluntas dengan variasi pelarut asam sitrat 14% dengan lama perendaman 24 dan 
48 jam. Pada perlakuan lama perendaman 72 jam menghasilkan warna preparat 
yang kontras dan kualitas yang lebih bagus dibanding dengan pelarut etanol 96%. 
Hal tersebut terjadi karena antosianin bersifat polar yang dilarutkan pada asam 
sitrat 14% yang bersifat polar, selain itu asam sitrat 14% dalam keadaan asam. 
Berbeda dengan pelarut etanol 96% yang bersifat basa sehingga antosianin tidak 
dapat terlarut secara maksimal karena antosianin tidak stabil dalam larutan netral 
atau basa. Keaadan pelarut yang semakin asam mampu menurunkan pH dan dapat 
menyebabkan semakin banyanya pigmen antosianin berada dalam bentuk kation 
flavium atau oksonium yang berwarna dan akan menunjukkan jumlah antosianin 
yang semakin besar. Ketidakstabilan antosianin juga mempengaruhi warna yang 
dihasilkan oleh proses ekstraksi. Antosianin dipengaruhi oleh beberapa hal antara 
7 
 
lain pH, cahaya, panas serta rentan mengalami degradasi (Sari, 2005). Pada 
pengamatan mikroskopis jaringan batang tumbuhan beluntas menggunakan 
pelarut asam sitrat 14% dan etanol 96% memilliki hasil yang kurang maksimal 
pada lama perendaman 24 dan 48 jam karena terdapat bagian jaringan yang tidak 
terlihat jelas dan kontras. Berikut faktor yang menyebabkan preparat jaringan 
batang beluntas tidak terlihat yaitu penyayatan yang terlalu tipis, penyayatan 
jaringan yang rusak, preparat tertutup gelembung, dan kurang fokus kamera saat 
pengambilan gambar. Pada perlakuan ini bagian yang tidak terlihat yaitu 
kambium. 
Pada perlakuan pelarut asam sitrat 14% dengan lama perendaman 24, 48, 72 
jam warna yang dihasilkan mempunyai perbedaan kekontrasan dan kejelasan 
jaringan penyusunnya. Bagian jaringan batang beluntas yang dapat diamati seperti 
bulu halus (derivat epidermis), epidermis, korteks, floem, kambium, xylem dan 
empulur. Berikut adalah jaringan penyusun batang tanaman beluntas mulai dari 
yang terluar sampai dalam : bulu halus(derivat epidermis), epidermis, korteks, 
floem, kambium, xylem, empulur. Berikut perbedaan pelarut asam sitrat 14% 







Gambar 2 perbedaan gambar preparat section jaringan batang tanaman beluntas 
menggunakan pewarna alami ekstrak mahkota bunga pukul empat 
dengan pelarut asam sitrat 14% : (a) 24 jam, (b) 48 jam, dan (c) 72 
jam. 
Hasil pengamatan preparat section jaringan batang tanaman beluntas dengan 
perlakuan pelarut etanol 96% dengan lama perendaman 24, 48, dan 72 jam 
memiliki kekontrasan dan kejelasan preparat yang paling bagus pada lama 
perendaman hari ke 72. Bagian –bagian preparat dapat terlihat dengan jelas pada 
perlakuan lama perendaman 72 jam. Bagian tersebut adalah bulu halus(derivat 
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epidermis), epidermis, korteks, floem, kambium, xylem, dan empulur. Pada lama 
perendaman hari ke 24 dan 48 kambium tidak terlihat dalam preparat. Hal tersebut 
disebabkan karena penyayatan yang kurang tipis, kamera yang kurang fokus, dan 
pencahayaan yang kurang. Berikut adalah perbedaan pelarut etanol 96% dengan 







Gambar 3. perbedaan gambar preparat section jaringan batang 
tanaman beluntas menggunakan pewarna alami ekstrak 
mahkota bunga pukul empat dengan pelarut etanol 96% 
: (a) 24 jam, (b) 48 jam, dan (c) 72 jam. 
 
Perbedaan yang mencolok pada hasil dari kedua variasi pelarut ini adalah 
warna larutannya. Pada pelarut asam sitrat larutannya memiliki warna merah 
keunguan. Warna ini mendekati warna safranin dan mempunyai efek pewarnaan 
hampir sama dengan larutan safranin. Berbeda dengan perlakuan dengan pelarut 
etanol 96% yang mempunyai warna hijau. Warna ini nantinya akan mewarnai 
preparat dengan baik namun, karena warnanya yang hijau larutan ini hanya akan 
mempertegas bagian –bagian tanaman yang sudah mempunyai warna hijau. Hal 
tersebut dikarenakan pada pelarut asam sitrat 14% mempunyai sifat yang asam 
sehingga mudah untuk mendenaturasi membran sel mahkota bunga pukul empat 
sehingga mahkota bunga pukul empat dapat terekstrak dengan maksimal. Hal 
tersebut sejalan dengan penelitian yang dilakukan Tensiska (2006) bahwa keadaan 
yang semakin asam menyebabkan semakin banyak dinding sel vakuola yang 
pecah sehingga pigmen antosianin semakin banyak yang terekstrak. Pada pelarut 
etanol 96% mempunyai sifat yang basa sehingga bunga pukul empat tidak 
terektrak dengan maksimal. 
Berdasarkan deskripsi hasil penelitian di atas dapat diketahui bahwa jenis 
pelarut dan lama perendaman berpengaruh pada kekontrasan warna dan kejelasan 
9 
 
preparat yang dihasilkan. Berikut adalah gambar perbandingan hasil pengamatan 
mikroskopis preparat jaringan tumbuhan pada batang tanaman beluntas dengan 
pewarna ekstrak mahkota bunga pukul empat dengan perbesaran 4x10x25 = 100x 
dengan rincian lensa okuler 10x, lesa objektif 4x, dan lensa optilab 25x. Menurut 
hasil dan pembahasan yang sudah diuraikan diatas, bunga pukul empat 
mengandung zat antosianin yang cukup tinggi dan efektif berfungsi sebagai 
pigmen warna yang dapat menggantikan pewarna sintetis. Jenis pelarut dan lama 
perendaman yang berbeda dapat mempengaruhi kualitas pewarnaan preparat. 
Ekstrak bunga pukul empat mempunyai kualitas yang baik sebagai pewarna 
preparat. Pada pelarut etanol 96% dan asam sitrat 14% sama –sama menghasilkan 
larutan yang baik. Namun, pada perlakuan ekstrak mahkota bunga pukul empat 
dengan pelarut asam sitrat 14% mempunyai hasil yang lebih bagus dibandingkan 
dengan perlakuan ekstrak mahkota bunga pukul empat dengan pelarut etanol 96%. 
Ekstrak mahkota bunga pukul empat dengan perlakuan pelarut asam sitrat 14% 
dan lama perendaman 72 jam memiliki hasil warna yang mendekati pewarna 
safranin. Maka dari itu, ekstrak mahkota bunga pukul empat dengan perlakuan 
pelarut asam sitrat 14% dan lama perendaman 72 jam dapat dijadikan sebagai 
pewarna preparat alami yang menggantikan pewarna sintetis safranin. 
Berdasarkan penelitian ini, diharapkan dapat membantu proses kegiatan 
praktikum siswa sehingga dapat menguasai materi dengan mudah. 
 
4. PENUTUP  
Setelah analisis hasil data dan pembahasan yang telah dilakukan maka dapat 
disimpulkan bahwa kualitas preparat section batang tanaman beluntas dengan 
pewarna ekstrak asam sitrat 14% mahkota bunga pukul empat lebih baik 
dibandingkan dengan pewarna ekstrak etanol 96% mahkota bunga pukul empat 
dengan lama perendaman 72 jam. 
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